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COMPOSITION ABJUVANTE COMPRBNANT LA PROTEINE FHA OU UN FRAGMENT DE LA 
PROTEINE FHA SOUS FORME LIBRE 



La presente invention se situe dans le domaine des adjuvants pour 
la vaccination et plus particulierement des adjuvants permettant aussi bien la 
stimulation de I'immunite par voie mucosale que systemique. 

La presente invention concerne toute utilisation de la proteine FHA 
ou une partie de la proteine FHA, sous forme libre, pour la preparation tTune 
composition adjuvante de la reponse immunitaire a usage humain ou animal. 

Elle est egalement relative a toute composition adjuvante de la 
reponse immunitaire comprenant la proteine FHA ou une partie de la proteine 

15 FHA, sous forme libre. 

Elle a en outre pour objet des compositions immunogenes et/ou 
vaccinates comprenant une telle composition adjuvante en association avec 

un immunogene ou avec un antigene. 

L'hemagglutinine filamenteuse (FHA) de Bordetella pertussis est 
une adhesine majeure produite et secretee par la bacterie. Le gene de 
structure de la FHA code pour une proteine de 367 KDa, et la forme mature 
est constitute des 60 % N-terminaux de ce precurseur (references 1 a 5). 

Les fonctions des parties N-terminale et C-terminale du precurseur 
(fhaB) et celle de la proteine mature secretee (FHA) sont decrites dans 
25 Genevieve Renauld - Mongenie et al (6). II apparaTt que le domaine N- 
terminal de fhaB joue un role essentiel dans la secretion de la proteine mature 
puisqu'une de!6tion en phase de cette region semble totalement inhiber ladite 
secretion. 



WO 01/93906 PCT/FR01/01769 



2 

A I'Stat mature, la proteine FHA a un poids moteculaire de 220 kDa 
et pr6sente au moins trois sites de liaison caracteris6s (1) : 

- un site de liaison aux carbohydrates qui permet sa fixation aux 
cellules epitheliales ciliees, 

_ - un site de liaison £ Ph6parine et aux carbohydrates sulfates 
impliques dans I'attachement aux cellules Epitheliales non ciliees et a la 
matrice extra-cellulaire ; 

-une sequence RGD qui permet I'attachement aux macrophages 
par Tintermediaire de leurs integrines. 

La FHA est une adh6sine produite par differentes souches de 
Bordetella. On peut citer notamment les adhesines filamenteuses produites 
par Bordetella bronchiseptica et Bordetella parapertussis. Ces differentes FHA 
de Bordetella pr6sentent un pourcentage tfhomologie d'au moins 60 % avec la 
s6quence de la FHA de Bordetella pertussis. En outre, la region N-terminale 
de la FHA presente de fortes similarites de s§quences avec les domaines N- 
terminaux de S. marvescens ou de P. mirabilis (4). 

Dans rensemble 7 de ce texte, toute hemagglutinine filamenteuse 
ayant au moins 60 % d'homologie des sequences avec la FHA de B. pertussis, 
ou tout polypeptide ayant une homologie de sequences d'au moins 60 % et de 

* * * 

preference 70 % avec la FHA de B. pertussis doit etre considere comme un 
equivalent fonctionnel de la FHA de B. pertussis. 

Les proprietes d'adherence de la FHA a differents types cellulaires, 
comme les cellules epitheliales ciliees et non ciliees ou encore les 
monocytes/macrophages ont ete mises a profit dans Tetat de la technique afin 
de cibler la presentation d'un antigene d*inter§t vers ces cellules qui peuvent 
etre responsables de la presentation de I'antigene au systeme immunitaire, le 
cas echeant aprds maturation. 

Plus particulierement, les proprietes des hemagglutinines 
filamenteuses de Bordetella de se fixer aux cellules epitheliales non ciliees et 
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a la matrice extra-cellulaire permettent d'envisager un ciblage vers les 
muqueuses. 

L'immunisation par voie muqueuse offre des avantages certains par 
rapport a une immunisation par voie parenterique. D'une part, une 
5 immunisation par voie muqueuse permet une stimulation simultanee de 
rimmuntte muqueuse et de I'immunite systemique, ce qui n'est pas le cas de la 
voie systemique. D'autre part, la voie muqueuse est une voie d'administration 
qui prbvoque peu d'effets secondares. Enfin. le developpement de vaccins 
adaptes aux exigences des pays en voie de developpement passera 
1 o certainement par une administration par voie muqueuse. Cependant, la plupart 
des antigenes sont faiblement immunogenes quand ils sont administres par 
voie muqueuse, probablement parce que leur interaction avec le systeme 
immunitaire muqueux est faible. Differentes strategies ont ete developpees 
pour augmenter I'immunogenicite des antigenes administres par cette voie, 
15 d'une part en favorisant leur acces a la muqueuse, d'autre part en utilisant des 
processus capables d'augmenter la reponse obtenue. 

faeces a la muqueuse est favorise par des antigenes de type 
particulate dont I'interaction avec les tissus lympholdes est facilitee. Les 
formes particulaires les plus classiquement developpees sont de plusieurs 
20 types : liposomes (7), microspheres (8), ISCOMs (9). Ce sopt tous des 
structures globulaires synthetiques qui encapsulent I'antigene a administrer et 
dont la composition et leur mode de fabrication different selon leur nature 
(lipides pour les liposomes, polymeres Organiques pour les microspheres, 
melange de lipides et de Quil A pour les ISCOMs). Une autre approche 
25 consiste a utiliser des microorganismes recombinants 1 exprimant I'antigene 
d'interet. Ces microorganismes peuvent etre vivants ou inactives, et its sont 
utilises comme vecteur amenant I'antigene au niveau du systeme immunitaire 
sous-jacent des muqueuses. Ainsi, les Samonelles ont ete utilisees comme 
vecteur vivant pour initier une immunisation par voie oraie. Un vecteur vivant 
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adapte a rimmunisation par le tractus respiratoire a §te realise grace aii 
developpement de souches recombinantes de Bordetella pertussis: Ces 
strategies utilisant des vaccins vivants presentent en outre I'interet de 
permettre une exposition prolongee de I'antigene aux muqueuses de I'h6te lors 
de la colonisation et ne necessitent done pas Pemploi d'adjuvants. 

Le developpement d'adjuvants efficaces par voie muqueuse s'est 
fait dans un premier temps en testant les adjuvants qui avaient prouve leur 
efficaeite par voie parenterique, comme les composes de la famille de 
muramyl-peptides. Les adjuvants muqueux les plus efficaces a ce jour restent 
les toxines bacteriennes telles que la toxine cholerique, la toxine de E. coli, et 
pour un moindre developpement la toxine pertussique. Un des problemes 
majeurs de ('utilisation de ces toxines comme adjuvants muqueux est leur 
toxicite et de nombreux auteurs ont cherche a construire des mutants de ces 
toxines depourvus d'activite toxique mais ayant conserve une activite 
adjuvante. II existe cependant encore un reel besoin d'adjuvants muqueux 
efficaces et sans effets secondaires. 

Les inventeurs ont cherche dans une premiere approche a 
augmenter I'adherence des liposomes aux muqueuses, et par cela meme de 
limiter les quantites d'antigene necessaires a une immunisation efficace, en 
couplant I'antigene des preparations liposomales a la FHA. L'addition de FHA 
a des liposomes contenant un antigene tel que la Sm 28 GST de Schistosoma 
mansbni permet d'augmenter la r§ponse immune obtenue par voie nasale 
contre cet antigene. L'explication immediate de ce resultat etait, compte teriu 
des proprietes d'adherence de la FHA, que cette demi§re permet une 
meilleure adherence des liposomes aux surfaces mucosales et permet ainsi 
de faciliter leur acces aux cellules du systeme immunitaire. C'est ce concept 
qui a ete valide dans le brevet WO 98/16553, ou Mielcarek et al decrivent des 
constructions hybrides entre tout ou partie de la FHA et tout ou partie d'une 
proteine antigenique heterologue vis-a-vis de la FHA. Les resultats 
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experimental* qui y sont decrits conduisent a I'hypothese que la reponse 
immune obtenue a I'egard de la proteine heterologue resulte du fait que la 
FHA permet une meilleure adhesion des liposomes aux surfaces muqueuses 
C'est sur ces caracteristiques fonctionnelles que la demande de brevet supra 
decrit effectivement ('utilisation de la FHA comme molecule de ciblage en 
surface des differents vecteurs vaccinaux (liposomes, microspheres, etc.) pour 
augmenter la reponse immune induite par I'utilisation de liposomes. 

Les proteines hybrides entre la FHA et la glutathion S-transferase 
de Schistosoma mansoni (Sm 28 GST) permettaient I'obtention d'une reponse 
immune vis-a-vis de la Sm 28 GST et protectee vis-a-vis de I'infection par 

Schistosoma mansoni (12). 

Les auteurs ont precise que I'ajout de FHA a des liposomes deja 
fabriques avec fantigene d'interet seul a donne des resultats satisfaisants ; 
autrement dit, la FHA qui possede des sequences hydrophobes qui lui 
15 permettent de s'inserer facilement dans les liposomes et des sequences 
hydrophiles, presentant des proprietes d'adhesine de la FHA permet a la fois 
le ciblage des cellules immuno-competentes, et des differents sites du tractus 
respiratoire. 

Les auteurs en deduisent qu'il est possible et suggere d'utiliser 
20 d'autres vecteurs synthetiques du meme type, par exemple des vecteurs 
portant, outre la FHA, plusieurs antigenes differents pour la realisation de 
formulations vaccinates multi-antigeniques. 

L'ensemble de ce qui precede indique que la FHA etait utilisee pour 

ses proprietes de ciblage. 

De maniere surprenante, il a ete montre selon la presente invention, 
que la proteine FHA, ou encore un polypeptide comprenant un fragment de la 
proteine FHA seule ou incluse dans une composition, est capable d'induire ou 
d'augmenter une reponse immunitaire a rencontre d'un- immunogene ou a 
rencontre d'un antigene d'inter§t lorsque la FHA est presentee sous une forme 
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libre, c'est-a-dire non physiquement liee 3 l'antig§ne d*interet contre lequel la 
reponse immunitaire est recherch6e. Cela n'exclut pas une liaison physique 
avec toute molecule ou structure soit non antigenique, soit pour laquelle une 
Sventuelle r6ponse immunitaire est independante de la reponse recherch6e, 
par exemple dans le cadre d'une vaccination. 

"Physiquement liee" signifie que fa FHA ou son Equivalent 
fonctionnel ne peuvent §tre administres s6par6ment de I'antig6ne d'interet. 
Cela inclut done tout type de lien direct ou indirect avec un antigene d'inter§t. 
Par liaison directe, il est entepdu que I'antigdne d'interSt et la FHA ou le 
fragment de la FHA sont lies par liaison covalente ou non covalente, mais 
sans intervention de substances, vecteurs, ou particules. Par liaison indirecte, 
il est au contraire entendu tout type dissociation et/ou de liaison de la FHA ou 
du fragment de la FHA, de Pantigene d'interet avec une molecule, un vecteur, 
ou une structure quelconque ; lesdites molecule, vecteur ou structure peuvent 
comprendre, sans etre limitatifs, des molecules transporteuses telle que la 
s6rum albumine, des structures lipidiques tels des liposomes, des 
nanoparticuies, des microspheres, des ISCOMs etc. Des liaisons indirectes 
peuvent egalement etre realisees par I'interm6diaire de liaisons covalentes, de 
liaisons electro-statiques ou des liaisons de type hydrophobe. 

Un moyen de differencier la notion de "physiquement liee" a celle 
de "forme libre" qui caracterise les adjuvants de Tinvention est la capacite des 
differents elements de ('association (antigene d'interet, FHA ou fragment de la 
FHA, le cas 6ch6ant vecteur ou vehicule pharmaceutique) d'etre s6pares par 
des methodes jjsuelles de separation, telles la chromatographic, ou 
l'6lectrophorese. 

« 

II a ainsi ete demontre selon I'invention, qu'une composition 
contenant un antigene d'interet et, sous forme non physiquement liee a ce 
dernier, la FHA etait capable d'induire la production d'anticorps seriques ainsi 
que la production au niveau des muqueuses d'anticorps specifiques de cet 
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antigene ou immunogene. Dans la composition selon I'invention, la FHA n'est 
pas physiquement lite au sens defini ci-dessus aux autres composes ou 

substances de la composition. 

Les compositions selon I'invention sont immunogenes vis a vis de 

5 I'antigene contenu dans celle-ci et non vis-a-vis de la FHA. 

Le demandeur a aussi montre que, de maniere surprenante, la 

proteine FHA possedait en tant que telle une activite adjuvante de la reponse 
immuriitaire, lorsqu'elle est presentte sous une forme libre, c'est-a-dire non 
physiquement lite a I'antigene d'interet contre lequel la reponse immunitaire 

10 est recherchte. 

Par compose adjuvant au sens de la presente invention, on 
entendra un compose apte a induire ou a augmenter la reponse immunitaire 
specifique vis-a-vis d'un antigene ou d'un immunogene, ladite reponse 
immunitaire consistant indifferemment en une reponse humorale et/ou 

15 cellulaire. Cette reponse immunitaire consiste generalement en une 
stimulation de la synthese d'immunoglobulines specifiques d'un antigtee 

donne, en particulier des IgG, IgA, IgM. 

De facon encore plus surprenante, il a ete demontre que cette 
activite adjuvante se manifestait avec efficacit§ lors des administrations des 

20 compositions par voie mucosale. 

Un premier objet de ('invention consiste done en I'utilisation de la 
proteine FHA telle que definie plus haut, sous forme libre, pour la preparation 
d'une composition adjuvante de la reponse immunitaire. 

Toute proteine, telle que la FHA de B. bronchiseptica ou celle de B, 
25 parapertussis qui presente au moins 70 % de similarite avec la FHA de EL 
pertussis peut egalement etre utilise pour la preparation d'une composition 

adjuvante et fait partie de I'invention. 

Dans I'ensemble du texte, on entend par X% de similarite par 
rapport a une sequence de reference le fait que X % des acides amines sont 
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identiques 6u modifies par substitution conservative telle que definie dans le 
logiciel d f alignement des sequences d'acides amines ClustalW 
fhttp:///bioweb,pasteur.fr/docs/doc-qensoft/clustalw//) . et que (100-X)% 
peuvent etre d§!6tes, substituSs par d'autres amino-acides, ou encore que 
(100-X) \% peuvent etre ajoutes a la sequence de reference. 

Ges proteine sont considerees dans le present texte comme des 
equivalents fonctionnels de la FHA quant aux proprietes adjuvantes de cette 
derniere. 

Selon un autre aspect, Nnvention conceme une composition 
adjuvante de la reponse immunitaire comprenant la proteine FHA ou un 
Equivalent fonctionnel de celle-ci, sous forme libre. Une telle composition 
adjuvante pourra §tre administree a I'homme ou a I'animal simultanement ou 
s6quentiellement a rantigene d'interet a rencontre duquel une reponse 
immunitaire est recherchee. Avantageusement, la composition adjuvante selon 
invention sera administree simultanement a Tantigene d'interet. Elle peut 
6galement faire Pobjet de plusieurs administrations, seule ou en association 
avec Tantigene ; en particulier, elle peut faire I'objet rfun traitement de rappel 
consecutif a une immunisation. 

Cette activite adjuvante se manifeste non seulement lorsque 
radjuvant et rantigfene sont administres conjointement dans une meme 
composition, mais 6galement quand rantigene et radjuvant sont administres 
de fa9on separee dans le temps, soit par la meme voie ^administration, soit 
par deux voies differentes. A titre d^xemple, I'antigdne peut §tre administr§ 
.par voie systemique et radjuvant par voie mucosale ou orale. De la meme 
fagon, le nombre d'administrations peut differer pour rantigene et radjuvant. 
Selon rantigene et la reponse immunitaire choisis, radjuvant peut etre 
administr6 une seule fois et rantigene plusieurs fois, ou rinverse. 

(-'invention est egalement relative a une composition immunogene, 
caracterisee en ce qu ? elle comprend une composition adjuvante decrite 
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ci-dessus, en association avec une molecule immunogene ou avec un 
antigene, la molecule immunogene ou I'antigene n'etant pas physiquement liee 
avec ) la proteine FHA ou le fragment de la proteine FHA presente dans la 

composition adjuvante. 

Par antigene au sens de la presente invention, oh entendra toute 
molecule ou structure naturelle ou synthetique, quelle que soit sa nature 
(proteique, saccharidique ou encore lipidique etc.) reconnue par les cellules du 
systeme immunitaire et capable d'activer celles-ci de maniere a induire une 
reponse immunitaire specifique de cet antigene. 

On entend par immunogene au sens de Invention toute 
composition qui induit une reponse immunitaire forte, particulierement dans un 
contexte d'une protection immunitaire contre des organismes pathogenes 

porteurs dudit antigene. 

II a ainsi ete montre selon la presente invention, que la proteine 
15 F HA se comportait en tant que compose adjuvant capable d'initier ou 
d'accroTtre la reponse immunitaire a I'encontre de differents antigenes ou 
immunogenes de structures diverses, reconnues differemment par les cellules 

du systeme immunitaire. 

L'objectif de I'addition d'un adjuvant a un antigene dans une 

20 composition est de provoquer ou stimuler la reponse immunitaire tant dans ses 
phases primaires (production d'lgM) que dans ses phases secondares a 
savoir la production des IgG au niveau de I'immunite cellulaire systemique, ou 
des IgA au niveau de I'immunite mucosale. Celle-ci est particulierement 
importante dans le cas de developpement d'uhe immunite anti-infectieuse. En 

25 effet, I'adherence des micro-organismes aux membranes des cellules 
epitheliales des muqueuses est la premiere etape de Tinfection virale et de la 
colonisation bacterienne. Les anticorps de type IgA peuvent empecher cette 
adherence en recouvrant le micro-organisme (coating), lis offrent ainsi une 
protection au niveau des secretions externes comme les larmes, la salive ou 
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les secretions nasales ainsi qu'au niveau du mucus intestinal et pulmonale. II 
est done facile de concevoir que si la FHA selon I'invention produisent une 
stimulation de la rgponse IgA, I'impact sur la mise au point de compositions 
immunog£nes ou de vaccins est important. 

Ainsi, une composition immunogene comprenant ('adjuvant selon 
Tinvention et un immunogene ou un antigene est caracteris6e en ce que le 
rapport en poids de ('adjuvant et de I'immunogfene est compris entre 10" 4 et 
1 0 4 , de preference entre 0,03 et 300 et de manure pr§f6ree entre 0,4 et 5. 

Comme il a 6te dit plus haut, et dSmontre ci-apres, I'adjuvant est 

» • ■ 

administrable s6par6ment de I'antigene dans le temps ou selon differentes 
voies d'administration, ou assoctes dans une composition immunogene. 

Dans I'un et I'autre cas, I'antigene peut §tre d'origine bact6rienne, 
virale ou parasitaire. II peut egalement s'agir d'un antig£ne sp§cifique de 
cellules cancereuses, tel I'antigene de carcinome embryonnaire (ACE). 

Quand I'antigene est d'origine bacterienne, il peut s'agir notamment 
d'antig6nes de Bordetella, de Shigella, de Neisseria, de Borrelia, des toxines 
ou toxoTdes diphteriques, tetaniques ou choleriques. 

Quand il est d'origine parasitaire, il peut par exemple etre un 
antigene de Plasmodium, des Schistosoma oude Toxoplasma. 

Un autre objet de Tinvention consiste en une composition vaccinate, 
caracteris6e en ce qu'elle comprend une composition adjuvante telle que 
decrite , ci«dessus, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
compatible. 

La preparation de compositions vaccinates contenant un 
polypeptide en tant que molecule immunogene ou antigSnique est bien connue 
de I'homme du metier et est en particulier illustr6e dans les brevets US 
N°4,608,251; 4,601,903; 4,599,231; 4,599,230; 4,596,792 et 4,578,770, dont 
le contenu est incorpore ici par reference. 



WO 01/93906 



PCT/FR01/01769 



11 



De telles compositions vaccinates sont preparees sous la forme de 
solutions liquides ou de suspensions injectables ou encore sous une forme 
solide, par exemple lyophilisee, adaptee a la mise en solution prealablement a 
finjection. La FHA ou la partie de la FHA utilisee comme adjuvant ainsi que 
l-antigene ou I'immunogene seront en general melanges a des excipients 
pharmaceutiquement compatibles, tels que de I'eau, un tampon salin, du 
dextrose, du glycerol, de I'ethanol, ou des melanges de ces demiers. 

Une composition vaccinate selon I'invention peut egalement 
contenir de faibles quantites de substances auxiliaires telles que des agents 
mouillants ou dmulsifiants, ou encore des agents tampons. 

Les compositions vaccinales selon I'invention sont formulees de 
telle maniere a les adapter a une administration par voie nasale, par voie 
orate, par voie sous-cutanee, intradermique, intramusculaire, vaginale, rectale, 

oculaire ou auriculaire. 

Le choix des substances auxiliaires sera guide par le mode 
d'administration choisi. Un mode d'administration prefere sera ('administration 
nasale ou orale. 

La FHA et I'antigene dinteret peuvent etre formules, au sein d'une 
composition vaccinale selon I'invention, sous une forme neutre ou saline. 

Des sels pharmaceutiquement compatibles comprennent des sels 
d'addition acide (formes avec les groupes amino libres du peptide) ou encore 
ceux formes avec des acides inorganiques tels que par exemple tes acides 
chlorhydrique et phosphorique ou encore ceux formes avec des acides 
organiques tels que I'acide acetique, oxalique, tartrique et mandelique. 

Des sels formes avec les groupes carboxy libres peuvent 
egalement etre derives de bases inorganiques telles que par exemple des 
hydroxydes de sodium, potassium, ammonium, calcium ou ferrique, ou encore 
ceux formes avec des bases organiques telles que I'isopropylamine, la 
trimethylamine, le 2-ethylaminoethanol, I'histidine, ou encore la procaine. 
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Une composition vaccinate selon I'invention comprend une quantite 
d'adjuvant et d'antigene efficace du point de vue immunogene et/ou 
therapeutique. Les quantites respectives d'adjuvant et d'antigene dependront 
de I'individu a traiter, c'est-a-dire de la capacite du systeme immunitaire de 
I'individu considere a developper une reponse immune, ainsi que du degre de 
protection requis. 

Avantageusement, une composition vaccinate selon I'invention 
comprendra une dose de FHA ou d'un equivalent fonctionnel comprise entre 
0,1 et 1000 jig, avantageusement entre 10 et 300 p.g, et de maniere tout a fait 
preferee entre 20 et 150 ng. , 

La quantite d'immunogene ou d'antigene incluse dans une 
composition vaccinate selon I'invention dependra a la fois de I'individu a traiter, 
du type et de la nature de i'antigene d'interet. 

A titre iilustratif, une composition vaccinate selon I'invention 
comprendra de 0,1 a 1000 ug d'antigene ou d'immunogene, de preference de 
1 a 300 ng et de maniere tout a fait preferee de 10 a 50 fig d'antigene ou 
d'immunogene. 

De maniere preferee, une composition vaccinate selon I'invention 
sera administree une premiere fois, puis un rappel sera realise quelques mois 
apres I'administration initiate. 

La quantite de FHA, ou d'un equivalent fonctionnel, et d'antigene 
inclus dans une composition vaccinate selon I'invention peuvent etre adaptees 
pour I'obtention d'une bonne reponse immunitaire, par exemple en suivaht la 
proliferation in vitro de lymphocytes du sang peripherique (PBL) cultives en 
presence de I'antigene ou de I'immunogene, et tout particulierement en 
mesurant les niveaux de cytokines secretes par les lymphocytes immuhs, ou 
en evaluant les titres en anticorps de type serique et/ou mucosal produits.. 
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De tels tests peuvent etre realises en utilisant des marqueurs 
classiques tels que des marqueurs isotopiques, ou encore des marqueurs 
non-radioactifs tels que des enzymes ou des molecules fluorescentes. 

De telles techniques sont bien connues de Phomme du metier et 
sont notamment decrites dans les brevets US N° 3,791,932; 4,174,384 et 
3,949,064, ces brevets etant ici incorpores par reference. 

Les titres en anticorps de type serique et/ou mucosal peuvent etre 
mesures comme indique dans les exemples 1 a 3 ci-apres. 

Selon un mode particulier de realisation des compositions 
vaccinates selon Pinvention, de telles compositions comprendront, outre une 
quantite adjuvante efficace d'une prot6ine FHA ou d'un equivalent fonctionnel, 
une quantite immunologiquement efficace d'au moins deux antigenes ou 
immunogenes, par exemple de trois a vingt antigenes ou immunogenes 
differents, et de maniere preferee de trois a dix antigenes ou immunogenes 
differents. 

La presente invention porte enfin sur une methode de vaccination 
ou de stimulation de Pimmunite cellulaire et humorale consistant a utiliser. 
comme adjuvant de vaccination et/ou de stimulation de I'immunite la FHA ou 
un equivalent fonctionnel de celle-ci tels que definis plus haut. Un tel adjuvant 
est administre dans une composition sous forme libre c'est-a-dire non 
physiquement liee a I'antigene ou aux antigenes pour lesquels Pon souhaite 

stimuler une reponse immunitaire. 

L'antigene ou les antigenes contre lesquels on souhaite obtenir une 
reponse sont administres seuls. ou en association avec Padjuvant, sans 
toutefois etre lies physiquement a ce dernier. Ces compositions peuvent 
contenir en outre des elements de formulation adaptes a Padministration 
choisie. 

Dans cette methode selon Pinvention, Padjuvant, le ou les antigenes 
peuvent etre egalement etre administres de facon simultanee mais dans des 
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compositions differentes, ou sequentiellement dans le temps. En particulier, la 
composition selon Invention peut etre administrSe ulterieurement a une 
premiere vaccination ou un premier traitement, afin de reactiver ia reponse 
immunitaire contre Tantigene ou les antigenes. 

Selon un autre aspect de I'invention, la FHA ou un equivalent 
fonctionnel de celle-ci est utilisable comme principe actif dans la preparation 
d'une composition immunostimulante. 

Par immunostimulant(e), on entend la propriete de stimuler les 
immunoglobulines totales, notamment les IgG ou les IgA totales. II s'agit d'une 
reponse polyvalente non specifique ; cette proprtete se difference de celle 
d'adjuvant pour laquelle seules les immunoglobulines sp§cifiques d'un 
antigene donne sont stimulees ; cette propriete se distingue egalement de 
celle d'un immunogene, tel un vaccin, dans lequel la production des 
immunoglobulines specifiques rfun antigene donne est stimul6e. 

^invention porte ainsi sur une composition imunostimulante 
contenant comme principe actif la FHA ou un equivalent fonctionnel de celle-ci 
et un v6hicule pharmaceutique compatible avec une administration a I'homme 
ou a I'animal. 

La composition immunostimulante selon I'invention peut etre 

■ 

avantageusement utilisee pour renforcer les defenses immunitaires d'un 
organisme dans toute situation pathologique ou prophylactique ou celle-ci est 
n6cessaire. 

» 

Le vehicule pharmaceutique est choisi eh fonction du mode 
d'administration choisi. Outre les voies systemiques, la FHA ou les equivalents 
fonctionnels de celles-ci tels que definis plus haut se pretent particullerement a 
une administration par voie orale ou par voie mucosale, et peuvent done etre 
associes aux differents vehicules ou excipients adaptes a ces voies 
d'administration. 
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L'invention porte enfin sur un medicament pour le developpement 
des defenses immunitaires d'un organisme et comprenant la FHA ou un 
equivalent fonctionnel de celle-ci a titre de principe actif. 

5 Les resultats decrits dans la partie experimental ci-apres ont ete 

obtenus par administration par voie nasale de souris avec un adjuvant ou avec 
un immunostimulant selon l'invention. Lorsqu'une composition immunogene 
comprenant sous forme non liee la FHA ou un equivalent fonctionnel de celle- 
ci est un antigene, les trois antigenes utilises dans des conditions 

10 experimental decrites ci-apres sont la Sm28 GST decrite ci-avant, et 
I'hemocyanine de Megathura Crenulata (KLH). 

Les inventeurs ont ainsi mis en evidence que I'administration infra 
nasale de I'antigene avec la FHA presentait les proprietes suivantes : 

a) dans des conditions oCi I'antigene seul n'est pas capable d'induire 
15 une reponse serique significative, la presence de FHA a permis d'induire 

Tinduction d'une reponse immune specifique chez 7 souris sur 9. De plus, 
I'induction d'une reponse immune dirigee contre I'antigene n'est pas correlee 
avec une reponse dirigee contre la FHA. • 

b) I'analyse des anticorps presents dans les liquides de lavage 
20 broncho-alveolaires (BALF) indique de maniere surprenante que la FHA 

entiere a un effet adjuvant sur la production d'lgA non specifiques de I'antigene 
au niveau broncho-alveolaire alors qu'il n'y a pas d'effets significatifs sur la 

quantite totale d'lgG. 

c) les resultats exposes ci-apres indiquent que cette activ'rte 
25 adjuvante de la FHA s'exprime au moins vis-a-vis de deux antigenes 

differents. 

En outre, cette activite adjuvante persiste par voie systemique : des 
souris immunisees par voie sous-cutanee par I'antigene seul ou I'antigene et 
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I'adjuvant de .'invention deux fois a deux semaines d'intervalle repondent 
mieux dans le cas ou .'adjuvant est present. 

a 

d) si des souris prealablement vaccinees, par exempfe par le 
DTCoq, sont immunises par voie nasale deux mois plus tard avec un antigfene 
et Tadjuvant de .'invention deux fois a deux semaines d'intervalle, il apparait 
que la vaccination Dtcoq qui provoque I'apparition d'anticorps anti-FHA, n'a 
pas empeche .'induction d'une reponse dirigee contre I'antigdne. 

Les resultats exposes plus en details ci-apr6s montrent & I'evidence 
que I'adjuvanticite de la FHA libre est une activity intrins&que de cette 
molecule, qui est independante d'une liaison physique a I'antigene au sens 
defini ci-avant ; autrement dit, factivite adjuvante de cette molecule n'est pas 
liee a une fonction de vectorisation de I'antigSne par la FHA. En d'autres 
termes, la FHA peut constituer un adjuvant dans des compositions 
immunogenes ou dans des vaccins et ne possede aucune action de ciblage de 
I'antigene vers les cellules immuno-competentes. 

La FHA constitue done un nouvel adjuvant efficace par voie 
mucosale repr6sentant une alternative avantageuse aux adjuvants de Tetat de 
la technique, qu'il s'agisse d'adjuvants sous forme particulaire tels que les 
liposomes, les microspheres, les ISCOMs qui sont tous des structures, 
globulaires synthetiques encapsulant I'antigdne administre, ou encore aux 
micro-organismes recombinants exprimant un antigene d'int6ret 

En outre, la FHA se caract6rise par une totale innocuite et ne 
provoque pas la secretion de cytokines proinflammatoires au niveau local, au 
contraire des adjuvants muqueux les plus efficaces actuellement connus que 
sont les toxines bacteriennes, telles que la toxine choterique, la toxine de E. 
coli et la toxine de Bordeteila pertussis. 

..'identification selon .'invention de la FHA ou d'un equivalent 
fonctionnei de celle-ci en tant qu'adjuvant de la reponse immunitaire, 
notamment de la reponse immunitaire mucosale, vient done combler un r6ej 
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besoin dans I'etat de la technique, d'un adjuvant muqueux efficace et 

depourvu de toute toxicite. 

De plus, I'activite adjuvante de la FHA n'est pas restreinte ou 

dependante d'un haplotype dOnne d'antigene d'histocompatibilite. Au contraire, 
5 I'adjuvanticite de ces proteines est observee quel que soit I'haplotype de MHC, 

comme le demontrent les experiences realisees sur des souris gen6tiquement 

heterogenes, comme les souris " Outbred telles que les souris OF1 . 

Une analyse des differents isotypes d'anticorps seriques prodults en 

reponse a rimmunisation contre ces deux antigenes en presence de FHA a 
10 montre que le rapport quantitatif entre les differents isotypes d'lgG n'etait pas 

significativement different selon que I'antigene etait administre simultanement 

a la FHA. 

Par ailleurs, I'analyse des isotypes d'anticorps seriques montre une 
predominance d'isotypes lgG1 et lgG2a en reponse a ('administration de la 
15 Sm28GST ou de la KLH en presence de FHA. 

Ces resultats indiqUent que le profil isotypique des anticorps 
specifiques produits depend essentiellement de I'antigene utilise, la FHA 
n'induisant pas, par elle-meme, de polarisation. 

L'ensemble des resultats obtenus et exposes en detail dans la 
20 partie experimentale demontre que la FHA peut etre utilisee comme adjuvant 
en tant que tel. quel que soit I'haplotype d'histocompatibilite de l'individu a 
immuniser, et quelle que soit la nature de i'antigene ou de I'immunogene a 
rencontre duquel une reponse immunitaire de type mucosal et/ou systemique 
est recherchee. 

25 Un tel polypeptide pourra etre obtenu par recombinaison genetique 

conformement a I'enseignement de Brown et al. (2), de Relman et al, (3) ou 

encore de Delisse-Gathoye (4). 

Dans un mode particulier de realisation de la proteine FHA ou d'un 
equivalent fonctionnel de celle-ci selon I'invention, un polynucleotide codant la 
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FHA ou son equivalent fonctionnel est ins£r6 dans un vecteur d'expression 
comprenant au moins un promoteur et un terminateur necessaires a 
I'expression du polynucleotide dans une cellule h6te appropriee. 

Le polynucleotide codant un equivalent fonctionnel de la FHA au 
sens defini ci-avant a au moins 70 % de similarite avec la sequence codant la 
FHA et d6crite dans (2). 

Par similarite, on entend le fait que, pour un meme cadre de 
lecture, un triplet donn6 est traduit par le mSme acide amin6. Ce terme inclut 
done les modifications de bases resultant de la deg§nerescence du code 
genetique. 

Le pourcentage de similarite est determine en comparant une 
sequence donnee avec la sequence de reference. Lorsque celles-ci sont de 
longueurs differentes, le pourcentage de similarity est base sur le pourcentage 

■ ■ 

de nucleotides de la sequence la plus courte similaires £ ceux de la sequence 
la plus longue. 

Le degre de similarity peut §tre determine conventionnellement 
par utilisation de logiciels tels le ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids 
Research 22 (1994), 4673-4680) distribues par Julie Thompson 
(Thompson@EMBL-Heidelbera.DE) et Toby Gibson (Gibson@EMBL- 
Heidelberq.DE) du Laboratoire Europeen de Biologie Mol6culaire, 
■-. Meyerhosfstrasse 1, D 69117 Heidelberg, Germany. ClustalW peut aussi etre 
charge a partir de plusieurs sites web incluant IGBMC (Institut de Gen6tique et 
de Biologie Moleculaire et Cellulaire, BP. 163, 67404 lllkirch cedex France; 
ftp ://ftP-iabm c. u-strabo .f r/pubfl et EBI fflp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/l et tous 
les sites renvoyant a I'lnstitut de Bioinformatique, Wellcome Trust Genome 
Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK). 

Un vecteur ^expression comprenant de tels polynucleotides 
comprendra en outre avantageusement au moins une origine de replication 
fonctionnelle dans la cellule hote dans laquelle I'expression de la proteine FHA 
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ou d'une partie de la proteine FHA recombinante est recherchee, ainsi qu'au 
moins un marqueur de selection tel qu'un marqueur de resistance a un 
antibiotique, par exemple la neomycine, la tetracycline, la rifampycine ou 
rampicilline . 

5 Une cellule note appropriee peut etre indifferemment d'origine 

bacterienne ou eucaryotique. 

Pour construire de tels vecteurs d'expression et transformer ou 
transferer des cellules h6tes appropriees, I'homme du metier pourra se 
referer avantageusement a I'ouvrage de Sambrook et al. (2001), Molecular 
10 Cloning: A Laboratory Manual. 3 6me Edi. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, New York. 

La purification de la proteine FHA recombinante ou de son 
equivalent fonctionnel peut etre realisee par des techniques bien connue de 
I'homme du metier. 

15 La proteine FHA peut egalement etre preparee par des precedes 

classiques de synthese chimique, indifferemment en solution homogene ou en 
phase solide. 

A titre illustratif de tels procedes de synthese chimique 
polypeptidique, I'homme du metier pourra se referer a I'enseignement de 

20 Houbenweyl (1974) , In Methode der Organischen Chemie, E. Wunsh Ed., 
Vol.15-1 et 15-11, Thieme, Stuttgart ou encore la technique de Merrifield 
(1965a;1965b); Menifield RB, (1965a), Nature, 207(996): 522-523, Merrifield 
(1965b), Science, 150(693):178-185. 

La proteine FHA telle que precedemment definie peut egalement 

25 §tre utilisee pour la preparation d'une composition adjuvante d'une reponse 
immunitaire lorsque certains acides amines sont substitues par substitution 
conservative. Par substitution conservative, on entend la substitution d'un 
acide amine par un autre n'ayant aucune consequence ou des consequences 
mineures sur la structure tertiaire de la sequence et sur les caracteres 
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d'hydrophobicite de la meme sequence. A titre d'exemple, la substitution d'une 
guanine par une alanine ou vice-versa est qualiftee de substitution 
conservative. De la meme fa$on, la valine, la leucine, I'isoleucine sont des 
acides amines qui peuvent etre substitu§s mutuellement de fapon 
conservative. D'autres groupes de substitution conservative peuvent etre, sans 
etre limitatffe, (D,E) t (K,R), (N,Q), (F,W, Y). 

Dans un mode particulier de realisation d'un polypeptide contenant 
tout ou partie de la proteine FHA mature, ledit polypeptide pourra 
avantageusement etre rendu resistant a la proteolyse, par exemple par 
remplacement de la liaison peptidique -CONH- par une liaison reduite - 
CH 2 NH-, une liaison r6tro-inverso -NHCO-, une liaison methylene-oxy -CH 2 CK 
une liaison thiomethylene -SH 2 -S-, une liaison carba -CH 2 CH 2 -, une liaison 
cetomethytene -CO-CH r , une liaison hydroxyethyfene -CHOH-CH 2 -, une 

* 

liaison -N-N, une liaison E-alc6ne ou encore une liaison -CH=CH-. 

Selon un autre mode de realisation , le polypeptide comprenant tout 
ou partie de la sequence d'acides amines de la proteine FHA, un ou plusieurs 
residus d'acides amines de la forme L pourront etre remplac6s par I'acide. 
amine correspondent sous la forme D; un residu acide glutamique pourra etre 
remplace par un tesidu d'acide pyro-glutamique. La synthese de peptides 
contenant au moins un residu d'acides amines sous la forme D est par 
exemple dScrite par Koch Y. f (14). 

Selon un autre aspect, la composition immunog§ne selon Invention 
est caracteris§e en ce que Pantigene d'interet est d'origine bacterienne, virale 
ou parasitaire, animale, veg6tale ou humaine. 

La presente invention est en outre illustr§e, sans pour autant etre 
limitee, par les figures et les exemples suivants : 

La figure 1 illustre les titres d'anticorps seriques specifiques de la 
proteine Sm28GST ou de la FHA, apr6s immunisation de souris contre la 
proteine Sm28GST en presence ou en Tabsence de FHA. 
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La figure 2 represente les densites optiques observees pour une 
dilution de % en anticorps isotypes IgA et IgG dans les fluides de lavage 
bronchoalveoiaire de souris immunisees contre la Sm28GST en presence ou 
en absence de FHA. 

5 La figure 3 represente les densites optiques observees pour une 

dilution de 1/80 en anticorps totaux d'isotypes IgA et IgG dans les fluides de 
lavage bronchoalveolaires de souris immunisees avec la proteine Sm28GST 
en presence ou en absence de FHA. 

La figure 4 illustre le profil isotypique des anticorps seriques 
10 sp6cifiques de la Sm28GST chez des souris immunises contre cette proteine 
en presence ou en absence de FHA. 

La figure 5 illustre une <§lution selective de la FHA et de la proteine 
Sm28GST a partir d'un melange de I'adjuvant et de cet antigene. 

La figure 6 illustre la reponse sp6ciflque anti Sm28GST apres 

15 vaccination avec le Dtcoq. 

La figure 7 illustre les titres en anticorps obtenus apres 

administration par voie sous-cutanee de I'antigene Sm28GST avec ou sans la 

FHA apres immunisation deux fois a deux semaines d'intervalle. L'analyse de 

la reponse serique a 6t6 observee une semaine plus tard. 
20 La figure 8 represente I'effet adjuvant et immuno-stimulant de la 

FHA, apres administration par voie orale a trois groupes de souris ayant recu a 

deux semaines d'intervalle : 

- 30 ug de KLH, 

- 30 pg de KLH + 5 pg de FHA entiere. 

25 La figure 8a represente la densite optique a J21 observees en lgG1 , 

lgG2a et lgG2b sp6cifiques de la KLH dans les serums pour les dilutions 
respectives de 1/800, 1/100 et 1/100. 

La figure 8b represente la densite optique a J21 observees en IgG 
totaux non specifiques dans les serums pour une dilution de 1 /1 0000. 
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La figure 8c represente la densite optique a J21 observees en IgA, 
totaux non specifiques dans les liquides de lavages intestinaux pour une 
dilution de 1/800. 

La figure 9 represente ('analyse des mRNA induits localement au 
niveau du poumon apres administration soit de solution saline apyrogene, soit 
de 5 pg de FHA, soit de 20 ug de LPS. 

EXEMPLES : 

A. MATERIELS ET METHODES 
• Antiqenes . . 

La glutathion S-transferase de Schistosoma mansoni (Sm28GST) a 
ete fournie par la Societe Transgene (Strasbourg, France). La FHA a ete 
purifiee par chromatographie sur une colonne d'heparine-Sepharose, comme 
decrit precedemment (Menozzi et al. FEMS, 1991) a partir des surnageants 
de B. pertussis BPRA [Bordetella pertussis RA], une souche depourvue du 
gene de la toxine pertussique. 

La preparation de FHA a ete eluee sur une colonne d'Acticlean 
[Sterogene] pour eliminer les contaminants endotoxiniques. L'activite 
endotoxinique finale a ensuite ete evaluee par un test Limulus (Biovyhittaker). 
L'hemocyanine de Megathura crenulata (KLH) a ete achetee chez 
Calbiochem. 

t 

• Immunisations 

Des souris OF1 de 6 semaines (Iffa Credo, L'Arbresle, France) oht 
ete anesthesiees par voie intraperitoneale avec 200 pi de pentobarbital 
sodique (5%; Sanofi, Libourne, France) pour 10 g de poids corporel. Les 
souris ont ete immunisees par voie nasale avec 40 nl de solution saline 
apyrogene dans laquelle ont ete diluees les differentes preparations 
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antigeniques. Les souris ont ete instillees deux fois a deux semaines 
d'intervalle et sacrifices une semaine plus tard pour pouvoir effectuer les 
prelevements sanguins et les lavages broncho-alveolaires. Les doses 
d'antigene utilisees sont decrites dans les exemples. 

5 

. Recueil et analyse des Schantillons 

Les souris ont ete saignees a la queue (ou par ponction cardiaque 
le jour du sacrifice) et les serums ont ete conserves a -20°C jusqu'au jour de 
I'analyse. Les liquides de lavages bronchoalveolaires (BALF) ont ete collectes 
1 o par cannulation de la trachee et resultent d'un lavage des poumons avec 
0,5 ml de PBS. Apres centrifugation de 10 mn a 4000g pour eliminer les 
cellules et les debris tissulaires, les BALF ont ensuite ete congeles a 20°C 
apres adjonction de fluorure de phenyl-methyl-sulfonyle a la concentration 
finale de 1 mM . 

15 Les taux d'anticorps dans le serum et dans les BALF ont ete 

determines par ELISA. Les microplaques (Maxisorp, Nunc) ont ete incubees 
pendant toute la nuit a 4°C avec 50 nl/puits d'une solution de FHA (5ug/ml) ou 
de Sm28GST (10 ng/ml), ou de KLH (5 ^g/ml). Les serums dilues dans du 
PBS contenant 1%o de Tween-20 et 5%o de gelatine (PBS/Tw/g), ont alors 

20 ete ajoutes dans les plaques apres 4 rincages avec du PBS contenant 1 %o de 
Tween-20 (PBS/Tw). Apres incubation pendant une nuit a 4°C, les plaques ont 
ete rincees 4 fois avec du PBS/Tw puis incubees avec differentes dilutions 
d'anticorps (dans du PBS/Tw/g; 1h30 a 37°C) conjugues a la peroxydase (anti- 
souris IgG (H+L) ou lgG1, ou lgG2a, ou lgG2b ou lgG3; Southern 

25 Biotechnologies Associates, Birmingham, USA). Apres 4 rincages avec du 
PBS/Tw, les plaques ont ete revelees avec une solution a 1 mg/ml d'ABTS 
(Sigma) dans du tampon citrate (0,1 M pH 4) et contenant 0,03% d*H 2 0 2 . La 
densite optique a ete mesuree a 405 nm (Titertek Multiscan MCC/340) au bout 



WO 01/93906 



PCT/FR01/01769 



24 

de 30 minutes. Les anticorps d'isotype IgA ont ete detectes apres incubation 

■ 

avec un anticorps anti-lgA de souris biotinylS (Zymed) dilue dans du PBS/Tw/g 
pendant 1h30 a 37°C. Apres 4 rin9ages avec du PBS/Tw, les plaques ont ete 
incubees pendant 30 minutes a 37°C en presence de streptavidine couplee a 
la peroxydase (Amersham) dilute dans du PBS/Tw/g. Apr6s 6 rin?ages avec 
du PBS/Tw, les plaques ont 6te r6v6l6es avec une solution d'OPD (img/ml; 
Sigma) pendant 30 minutes a 37°C. La reaction a ete stopp6e avec une 
solution d'HCI 2N et la densite optique a ete mesuree a 492 nm. La droite de 
regression donnant le logarithme de la densite optique observ§e en fonction 
de I'inverse de la dilution a ete calculee, Les titres correspondent, par 
extrapolation de cette droite, d Pinverse de la dilution pour laquelle la valeur de 
la densite optique est egale a trois fois la valeur de la densite optique obtenue 
avec du PBS. 

La detection des anticorps dans les BALF s'effectue de la meme 
fa?on avec quelques modifications. Apres Tadsorption de I'antigene, les 
plaques sont saturees avec une solution de gelatine (5%o en PBS) pendant 30 
minutes a temperature ambiante. Les BALF et les anticorps sont ensuite dilu6s 
avec du PBS/Tw. Les concentrations d'lgA totales et d f lgG totales dans ces 
BALF ont ete evaluees sur des microplaques dans lesquelles ont ete 
prealablement adsorbes des anticorps anti-souris IgA ou IgG non marques et 
comparaison : avec une gamme etalon r6alisee avec de I'lgA ou de TlgG 
myelomateux de souris purifle (Sigma). 
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• Jest de Liaison 

Des billes de Sepharose couplees a I'heparine (CL-6B; Pharmacia) 
ont ete resuspendues dans du PBS et tassees dans une colonne (diametre 
1 cm pour 1,3 ml de gel). Apres rincage de cette colonne, une solution 
5 contenant de la Sm28GST (200 ug) et de la FHA (40 ^g) a ete deposee. 

Apres rincage, des concentrations croissantes de NaCI ont ete 
deposees sur cette colonne (de 0,1 M NaCI jusqu'a 1M). L'analyse des 
echantillons recueillis apres passage sur la colonne puis elution, a ete 
effectuee. apres precipitation au TCA, par electrophorese sur gel d'acrylamide. 
l0 . ^terminatio n des ARN messaaers 

Les souris sont immunisees comme precedemment, par voie nasale 
(volume = 50 ul) soit avec du serum physiologique apyrog§ne, sort avec 5 ug 
de FHA, soit avec 20 M 9 de LPS (Sigma). Des souris non administrees sont 
utilisees comme temoin. A differentes periodes de temps (entre 1 h et 48 h) les 
15 souris sont sacrifices, les poumons entiers sont preleves et broyes dans une 
solution de RNAzol®. Les ARN sont extraits a Taide de chloroforme puis 
precipites par I'isopropanol. Apres lavage, ie culot d'ARN est remis en 
suspension dans Teau. Une transcription reverse est realisee et permet de 
synthetiser I'ADNc correspondant aux ARN extraits. Sur tous nos extraits des 
20 experiences de polymerisation en chatne (PCR) ont ete realisees et ont permis 
I'amplification de fragments d'ADN specifique de differents marqueurs avec les 
couples d'amorces indiques dans le tableau ckJessous : 
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CYTOKINE 


SEQUENCES 


IL1 Ra 


sens 5' AGA CCC TGC AAG ATG CAA GCC TTC AGG 3' 
anti-sens 5' GGT CAG CCT CTA GTG TTG TGC AGA 3' 


IL6 


sens 5* GTG ACA ACC ACG GCC TTC CCT ACT 3' 
anti-sens 5' GGT AGC TAT GGT ACT CCA 3' 


IL10 


sens 5' CGG GAA GAC AAT AAC TG 3' 
anti-sens 5' CAT TTC CGA TAA GGC TTG G 


IL12 

* 

* 


sens 5' GAC CCT GCC CAT TGA ACT GGC 3' 
anti-sens CAA CGT TGC ATC CTA GGA TCG 3' 


TNFa 


sens 5' AGC CCA CGT CGT AGC AAA CCA CCA A 3' 
anti-sens 5' ACA CCCATT CCC TTC ACA GAG CAA T 3' 


MHC II 


sens 5' TGT CCA GGA CAG AGG CCC TC 3* 
anti-sens 5' TCC ACA TGG CAG GTG TAG AC 3' 


B7-1 


sens 5' GTA TTG CTG CCT TGC CGT TA 3' 
anti-sens 5' ATG GTG TGG TTG CGA GTC GT 3' 

- 


B7-2 


sens 5' AGG ACA TGG QCT CGT ATG AT 3' 
anti-sens 5' GAA CAC ACA CAA CGG TCA TA 3' 



Les produits ^amplification ont ete visualises par utilisation de 
bromure d'ethidium aprfes migration sur un gel d'agarose. Les bandes 
obtenues ont ete analyses par une technique, ^analyse damage et un index 
correspondant a Pintensite de ces bandes a ete etabli. 

EXEMPLE 1 

Etude de l' activite adiuvante de la FHA vis-a-vis d'une reoonse 
immunitair e a I'encontre de la proteine Sm28GST de Schistosoma 
mansoni. 
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Des souris OF1 (" Outbred ") ont recu une administration par 
instillation nasale avec 50ng de Sm28GST, en presence ou non de 5 ug de 
FHA dilues dans le meme echantillon, deux fois a deux semaines d'intervalle. 

La production d'anticorps seriques d'isotype IgG serique specifiques 
de la Sm28GST ou de la FHA une semaine apres la deuxieme instillation 
nasale a ete analysee et les resultats sont reportes dans la figure 1. 

Le titre en anticorps IgG seriques diriges contre la Sm28 (barres 
grisees) et la proteine FHA (barres noires) a ete mesure dans le serum de 
souris ayant recu respectivement la proteine Sm28GST (figureJA), un 
melange Sm28GST + FHA (figure 1 B). 

Ces resultats indiquent que la proteine Sm28GST seule n'est pas 
capable d'induire une reponse en anticorps serique significative. En revanche, 
la presence de FHA a permis I'induction d'une reponse immunitaire specifique 
contre la Sm28GST chez sept souris sur neuf. En outre, I'analyse de la 
reponse dirigee contre la FHA chez ces animaux montre que I'induction d'une 
reponse immune dirigee contre la Sm28GST n'est pas necessairement 
correlee avec une reponse specifique dirigee contre la FHA. 
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EXEMPLE 2 : 

Fh,ri» de Tactivite a rif..vante de i* FHA sur la Production 
ri'anticoros par les cellules immunitaires riu tractus respiratoire, 

Des souris OF1 ont ete immunisees selon le protocole decrit a 
I'exemple 1 et la production d'anticorps d'isotypes IgG et IgA totaux ou 
specifiques de la proteine Sm28GST contenus dans les liquides de lavage 
bronchoalveolaires ont ete analyses. Les resultats sont reportes dans les 
figures 2 et 3. 

Les titres en anticorps specifiques de la proteine Sm28GST (figure 
2) ou en anticorps totaux (figure 3) dans les liquides de lavage 
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bronchoalveolaires tfisotype IgA (A, B) ou IgG (C, D) ont ete mesures chez 
des souris, 21 jours apres !a seconde instillation nasaie de Sm28GST (B. D), 
de Sm28GST + FHA (A, C). J 

Les resultats de la figure 2 indiquent que la presence de la FHA lors 
de 1'immunisation n'a pas induit une production detectable d'anticorps 
specifiques de la Sm28GST dans les liquides de lavage bronchoalveolaires. 

Les resultats de la figure 3 montrent que I'on peut observer un effet 
notable de la FHA sur la quantite d'anticorps totaux d'isotype IgA contenus 
dans les liquides de lavage bronchoalveolaires, alors qu'il ne semble pas y 
avoir d'effet significatif sur la quantite totale d'anticorps d'isotype IgG. 

EXEMPLE 3 : 

Etude de la polarisation de Tactivite adiuvante de la FHA : 
reponse isotvpiaue. 

Les protocoles d'immunisation sont identiques a ceux des exemples 
1 et 2, des instillations nasales ayant 6te realis^es chez les souris avec un 
melange contenant respectivement 50 ^g d ! antig6ne et 5 p,g de FHA. 

Les titres en anticorps seriques sp6cifiques d'un antigene ou 
immunogene d'interet ont 6t6 mesures 21 jours apr£s la seconde instillation 
nasaie de souris ayant refu respectivement cet antigene ou cet immunogene. 
La qualite des diff6rents isotypes lgG1, lgG2a, lgG2b et lgG3 a ete mesur^e 
(figure 4). 

Uantigene utilise est la proline Sm28GST de Schistosoma 

mansoni. 

Les resultats de la figure 4 montrent, comme cela a deja ete montre 
dans les exemples let 2, Tactivite adjuvante de la FHA entiere. L'analyse du 
profil des differents isotypes d'anticorps IgG montre une production 
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quantitativement similaire d'anticorps d'isotypes lgG1 et lgG2a, specifies de 
la proteine Sm28GST, significative d'une reponse immunitaire dite " mixte ". 
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EXEMPLE 4 : 

i a fha ft t l-antioepg ™ sont pas phvsiauement lies dans une 
c omposition immunoaen ft se'on 1'invention. 

Afin de determiner I'existence d'une liaison physique non covalente 
entre I'antigene d'interet de la FHA, de nature a constituer un complexe, un 
melange de FHA et de Sm28GST a ete prepare comme indique dans la partie 

" Materiels et Methodes ". 

Le melange FHA et Sm28GST a ete depose sur une colonne 
d'heparine. Une elution a ete realisee avec des concentrations croissantes de 
NaCl, chacune des fractions d'elution ayant ensuite ete analysee pour sa 
concentration en proteines (figure 5b). 

Des fractions ont egalement ete soumises a une migration 
electrophoretique dans un gel de polyacrylamide en presence de SDS 
simultanement a une serie de marqueurs de poids moleculaire proteique 
(figure 5a). 

Les resultats montrent que I'elution dans un gradient croissant de 
NaCl a permis de desorber la FHA des une concentration de 0,5 M de NaCl 
(voir figure 5b). Par ailleurs, ('analyse de la nature des proteines presentes 
dans les differentes fractions d'elution a permis de montrer qu'aucune trace de 
la proteine Sm28GST n'etait detectee (figure 5a). 

En consequence, il est ici montre une absence totale d'interaction 
physique covalente ou non covalente entre la FHA et I'antigene d'interet. 
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EXEMPLE 5 : 

L'activite adiuvante de la FHA persiste chez les sujets 

vaccines. 

Des souris OF1 ont ete vaccinas par injection sous-cutanee de 
50 pi de gene Dtcoq (vaccin commercial). Deux mois plus tard elles ont ete 
immunises par voie nasale, deux fois a deux semaines d'intervalle. L'analyse 
de la reponse serique obtenue une semaine plus tard, montre que la 
vaccination par le Dtcoq, qui provoque I'apparition d'anticorps circulant anti- 
FHA n'a pas empech§ I'induction d'une r6ponse dirigee contre la Sm28GST 
dans le groupe co-administre avec de la FHA (fig. 6). 

Les experiences des exemples 5 et 6 confirment le pouvoir adjuvant 
intrinsdque de la FHA, par une voie systemique et son utilisation potentielle 
dans les populations vaccinas. 

EXEMPLE 6 : 

L'activite adiuvante de la FHA persiste par voie svstemioue. 

Des souris OF1 ont ete immunisees par voie sous-cutanee soit 
avec 50 pg de SmGST, deux fois a deux semaines d'intervalle. L'analyse de la 
reponse serique obtenue une semaine plus tard, montre I'induction d'une 
reponse dirigee contre la Sm28GST dans les deux groupes qui ont ete co- 
administres avec de la FHA (fig. 7). Cette reponse reste cependant plus faible 
que celle qui avait 6te obtenue par voie nasale. 

EXEMPLE 7 : 

L'activite adiuvante de la FHA et- do la FHA 44 parasite persiste 
par voie orale . 

Des souris OF1 ont ete immunisees par voie brale soit avec 30 pg 
de KLH, soit avec 30 pg de KLH et 5 pg.de FHA, deux fois a deux semaines 
d'intervalle. L'analyse de la reponse serique obtenue une semaine plus tard, 
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montre induction d'une reponse dirigee contre la KLH dans le groupe co- 
administre avec de la FHA (Figure 8A). 

Pour I'administration par voie orale, la ou les proteines sont mlses 
en solution a la concentration requise dans une solution de PBS contenant 
30 g/l de NaHC0 3 . L'administration d'un volume de 200 pi se fait sur les 
animaux non anesthesies a I'aide d'une sonde gastrique. 

Les lavages intestinaux sont effectues a J21 apres rupture cervicale 
des animaux selon une modification de la technique decrite par Nedrud et coll. 
(1987). L'intestin est sectionne sous I'estomac et au-dessus du caecum et 
rince dans le PBS. Puis il a ete fendu sur toute la longueur. L'intestin et son 
contenu ont ete re-suspendus dans 2 ml du tampon suivant 25 mM NaCI, 
40mM, Na 2 S0 4 , 10mM KCL, 20 mM NaHC0 3 , 50mM EDTA, 162 mg/ml de 
polyethylene glycol (M.W. 3350) et 1 % 0 d'aprotinine. Apres centrifugation les 
surnageants sont congeles apres addition de 1 mM PMSF. 

A part ce point particulier, les conditions de materiel et methodes en 
particulier pour les dosages d'anticorps, sont identiques a celles 
precedemment citees. 
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EXEMPLE 8 ; 

La FHA peut provoauer une activatio n polvclonale des 
plasmocvtes ce qui qendre une production d 'anticorps. 

8.1. Administration par voie nasale : 

La figure 3 de I'exemple 2 illustre les taux d'anticorps totaux non 
specifiques detectes dans les liquides de lavage brocho-alveolaires apres 
administration par voie nasale de Sm28GST en presence ou non de FHA ou 
de FHA44. 

Comme il etait precise plus haut, les resultats de la figure 3 
montrent que la FHA44 induit des taux massifs d'anticorps d'isotypes IgA et 
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IgG totaux dans les s6cr6tions bronchoalv6olaires qui ne peuvent etre 
uniquement correles a I'apparition des anticorps sp6cifiques. 
8.2 Administration par voie orale : 

Uanalyse des taux d'imnriunoglubulines totaux des prelevements 
obtenus lors de Pexp§rience d'administration par voie orale a ete effectu6e. On 
observe une nette augmentation des IgG totaux s6riques dans le groupe qui a 
re?u de la FHA (Figure 8 B).. De plus, la FHA a 6t§ capable d'augmenter les 
taux d'lgA non specifiques dans les liquides de lavage intestinal (Figure 8 C) 
alors meme qu'aucune reponse specifique n'y a et6 detectable. 

Cette activite non specifique de la FHA et de ses derives indique 
que ces produits bacteriens sbnt capables de stimuler Timmunite g6n§rale de 
Torganisme. 

II apparait que si la FHA se revile comme particulierement 
performante comme adjuvant pour une reponse specifique (figure 8a), la FHA 
apparait comme un meilleur immunostimulant des IgG non sp6cifiques. 

EXEMPLE 9 : 

La FHA in duit localement une augmentation d'ARNm codant 
pour le co mplexe maieur d'histocompatibilite MHCII et pour la molecule 
de costimulation B7-1 . 

Des souris OF1 ont ete administrees par voie nasale avec 5 pg de 
FHA ou 20 pg de LPS ou seulement de Teau physiologique apyrogene. Apres 
differentes periodes de temps (1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h) les souris 
ont ete sacrifiees et les poumons pr6iev6s. Uanalyse par RT-PCR des ARNm 
de ces exlraits a permis d f observer une augmentation des ARNm codant pour 
le complexe majeur d'histocompatibilite MHCII et pour la molecule de 
costimulation B7-1 dans le groupe FHA par rapport au groupe eau 
physiologique. En revanche le niveau d'expression des mRNA des differentes 
cytokines Studiees n'a presente aucune difference entre ces deux groupes 
alors qu'une forte augmentation 6tait observ6e dans le groupe LPS temoin. 
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Les resultats obtenus sont illustres dans la figure 9. 

L'augmentation de MHCII et de B7-1 suggere une augmentation de 
la presentation au niveau local induite par la FHA qui pourrait en partie 
expliquer son activite adjuvante. De plus, on peut noter que I'absence d'une 
surexpression des cytokines pro-inflammatoires induite par la FHA est une 

mm* 

qualite supplemental de cette molecule en vue de son utilisation comme 
adjuvant. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de la proteine FHA ou d'un equivalent fonctionnel de 
celle-ci, sous forme libre, pour la preparation d'une composition adjuvante de 
la reponse immunitaire. 

2. Utilisation de la proteine FHA ou d'un Equivalent fonctionnel de 
celle-ci dans la preparation d'une composition immunostimulante. 

3. Utilisation d'une sequence selon Tune des revendications 1 a 2 
obtenue par substitution conservative des acides amines. 

4. Utilisation d'une sequence selon Tune des revendications 1 a 2 
rendue resistante a la proteolyse par remplacement de la liaison peptidique 
-CONH- par une liaison reduite -CH 2 NH-, une liaison retro-inverso -NHCO-, 

* » 

une liaison methylene-oxy -CH 2 0-, une liaison thiomethytene -SH2-S-, une 
liaison carba -CH 2 CH 2 -, une liaison cetomethylene -CO-CHr, une liaison 
hydroxyethylene -CHOH-CH^, une liaison -N-N, une liaison E-alcfene ou 
encore une liaison -CH=CH-. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes pour laquelle I'adjuvant est une sequence d'acides amines ayant 
au moins 70 % d'homologie avec la FHA. 

6. Composition adjuvante de la reponse immunitaire comprenant 
sous forme libre la proteine FHA, ou une sequence derivee selon I'une des 
revendications 3 a 5. 

7. Composition immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend 
un adjuvant selon la revendication 6, en association avec une molecule 
immunogene ou avec un antigene. 

8. Composition immunogene selon la revendication 7 caracterisee 
en ce que le rapport en poids de I'adjuvant et de I'immunogEne est compris 
entre 10" 4 et 10 4 , de preference entre 0,03 et 300 et de maniere ptef6ree entre 
0,4 et 5. 
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9. Composition immunogene selon la revendication 7 caracterisee 
en ce que I'antigene est d'origine bacterienne, virale ou parasitaire. 

10. Composition immunogene selon la revendication 7, caracterisee 
en ce que I'antigene est choisi parmi des antigenes de Bordetella, de SWge//a, 

5 de Neisseria, de Borrelia, des toxines ou toxoTdes diphteriques, tetaniques ou 
choleriques. 

11. Composition immunogene selon la revendication 7, caracterisee 

en ce que I'antigene est un antigene viral. 

12. Composition immunogene selon la revendication 7, caracterisee 
10 en ce que I'antigene est un antigene parasitaire, notamment de Plasmodium, 

des Schistosoma ou de Toxoplasma. 

13. Vaccin comprenant une composition immunogene selon Tune 
des revindications 7 a 12, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement compatible. 

j 5 i4. Vaccin selon la revendication 13, caracterisee en ce que le 

vehicule est compatible avec une administration par voie nasale. 

15.Vaccin selon la revendication 13, caracterisee en ce que le 
vehicule est compatible avec une administration par voie orale, par voie 
sous-cutanee ou par voie intraveineuse, intradermique, intramusculaire. 

20 16. Vaccin selon la revendication 13, caracterisee en ce que le 

vehicule est compatible avec une administration par voie rectale, vaginale, 

oculaire ou auriculaire. 

,17. Composition immunostimulante contenant la FHA ou un 
equivalent fonctionnel de celle-ci comme principe actif et un vehicule 
25 pharmaceutique compatible avec une administration a I'homme ou a I'animal. 

18. Composition selon la revendication 17 pour I'adminis-tration par 

voie orale. 

19. Composition selon la revendication 17 pour I'adminis-tration par 
voie mucosale. 
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